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RESUMEN 
 
Las orquídeas son conocidas por establecer una relación simbiótica, hasta ahora bipartita, con 
hongos formadores de micorrizas. Pese a que la información disponible sobre hongos 
micorrízicos de orquídeas es abundante, muy poco se conoce sobre la diversidad de 
microorganismos endófitos que colonizan sus raíces. Menos aún es lo que se sabe sobre las 
relaciones que se han establecido entre orquídeas de ambientes neotropicales andinos y los 
microorganismos que habitan en sus raíces. Este trabajo presenta el primer acercamiento al 
estudio de las comunidades de microorganismos endófitos - cultivables y no cultivables - que 
colonizan las raíces de Pleurothallis coriacardia. Reportamos el aislamiento de hongos 
endófitos cultivables, relacionados a Psathryrellaceae, clado poco estudiado como micorrízico, 
con una actividad promotora en el desarrollo post-embrionario de las semillas de P. coriacardia 
hasta un estado de ruptura de testa. La comunidad de microorganismos endófitos caracterizada 
por métodos moleculares reporta setenta y siete UTO (Unidades Taxonómicas Operacionales) 
fúngicas, con aislados filogenéticamente cercanos a los órdenes Atractiellales y Sebacinales, 
mientras que para la comunidad de bacterias endófitas se reporta la presencia de 66 UTO, 
principalmente cianobacterias. Este análisis molecular confirma postulados de asociación de 
orquídeas tropicales hacia una amplia gama de taxones reconocidos como micorrízicos y 
endófitos, abriendo la posibilidad hacia el esclarecimiento de diversidad de roles ecológicos 
que estos organismos pueden estar cumpliendo en la planta. Este estudio da soporte a postulados 
relacionados con una especificidad variable entre orquídeas tropicales y sus hospederos 
fúngicos. 
 
 
Palabras claves: Pleurothallis coriacardia ▪ orquídeas ▪ endófitos ▪ diversidad ▪ desarrollo 
embrionario ▪ litófito ▪ epífito ▪ secuenciación Illumina 
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ABSTRACT 
 
The family Orchidaceae is recognized as an important plant-group due to their mutualistic 
interactions with fungi assembling mycorrhiza interactions. Despite the abundant information 
about mycorrhizal relationships, the knowledge of diversity patterns of endophytic 
microorganisms at orchid-roots is poorly understood. Particularly, in the Neotropic, the 
knowledge on Andean orchids and the diversity of microorganisms that inhabits their roots is 
very limited. We collected samples of roots in a montane forest in southern Andes of Ecuador 
and characterize the endophytic communities - cultivable and noncultivable – that colonize 
Pleurothallis coriacardia roots. We report the isolation of cultivable endophytic fungi, related 
to Psathryrellaceae, a clade poorly studied as mycorrhizal, with a promotor activity in the post-
embryonic development of the seeds of P. coriacardia to a testa rupture stage. The community 
of endophytic microorganisms characterized by molecular methods reports seventy-seven OTU 
(Operational Taxonomic Units) phylogenetically close to the Atractiellales and Sebacinales 
orders, while the community of endophytic bacteria reports the presence of sixty-six OTU, 
mainly cyanobacteria. This molecular analysis confirms postulates of association of tropical 
orchids to a wide range of taxa recognized as mycorrhizal and endophytes, opening the 
possibility to clarify the diversity of ecological roles that these organisms may be fulfilling in 
the plant. Within this context, our results contribute to the knowledge of the high diversity in 
composition of the entire endophytic community and to the understanding of complex 
interactions of Andean orchids and their endophytic hosts. 
 
Keywords: Pleurothallis coriacardia ▪ Orchidaceae ▪ endophytes ▪ diversity ▪ embryo 
development ▪ litophytic ▪ epiphytic ▪ Illumina sequencing  
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1. Introducción 
 
Las relaciones simbióticas entre microorganismos y plantas han llamado la atención desde su 
descripción inicial hace 137 años (De Bary, 1879). Desde entonces, numerosas investigaciones 
sugieren que la mayor parte, si no todas, de las especies vegetales en ecosistemas naturales 
establecen relaciones simbióticas con microorganismos endófitos (Sun y Guo 2012). Este 
diverso grupo de organismos, que incluye hongos y bacterias, son capaces de vivir dentro de 
los tejidos de su hospedero vegetal sin causarle ningún daño aparente (Bayman y Otero 2006). 
Las interacciones entre  microorganismos endófitos y plantas pueden ir desde mutualismo hasta 
saprofitismo, relaciones que han condicionado la ecología, sobrevivencia y evolución de la 
planta hospedera y, por tanto, parecen jugar un rol muy importante en el mantenimiento de la 
estructura y diversidad de la comunidad y a su vez del ecosistema que habitan (Tao et al 2008).  
 
Pese a ser un grupo antiguo y altamente especializado, la familia Orchidaceae presenta índices 
elevados de diversificación y especiación en la actualidad, probablemente debido a un ciclo de 
vida dependiente de la interacción simbiótica con hongos (Waterman y Bidartondo 2008; Otero 
et al 2002; Zettler et al 2003). De hecho, el desarrollo de orquídeas depende del establecimiento 
de asociaciones con hongos micorrízicos, quienes actúan, ya sea como proveedores o fuente de 
nutrientes, comportamiento conocido como micoheterotrofia (Yoder J., Zettler y Stewart 2000; 
Kottke y Suárez 2009; Zettler et al 2003; Kottke et al 2013; Riofrío et al 2013).  
 
En el caso de orquídeas aclorofílicas (no realizan fotosíntesis), los hongos micorrízicos parecen 
cumplir un rol importante durante toda la vida de la planta, al proporcionar carbono orgánico y 
otros nutrientes (Zettler et al 1998), por lo que son frecuentes altos niveles de especificidad 
orquídea-hongo (Cevallos et al 2016). Mientras que para orquídeas epífitas fotosintéticas la 
especificidad en este tipo de simbiosis parece ser menos específica, existen reportes de patrones 
comunitarios similares en distintas especies de orquídeas, principalmente asociadas a hongos 
de las familias Ceratobasidiaceae, Serendipitaceae, Tulasnellaceae y Atractiellomycetes 
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(Suárez y Kottke 2016). Igualmente existen reportes sobre el efecto promotor de una misma 
cepa de hongo sobre la germinación de diversas especies de orquídea (Zettler et al 1999).  
 
Estudios relacionados con la simbiosis entre hongos y orquídeas han dejado de lado el análisis 
de comunidades bacterianas asociadas a estas plantas, con excepción de reportes puntuales 
sobre bacterias rizosféricas (Philippot et al 2013); sin embargo, este último grupo de 
microorganismos podría representar un tercer componente fundamental en estas asociaciones, 
ya que las bacterias se encuentran estrechamente relacionadas con los hongos micorrízicos y 
son conocidas como bacterias satélite o ayudantes (Bondante y Andra Anca 2009). Aunque las 
interacciones interespecies/interfilum, bacterias – hongo – planta todavía no están claras y son 
difíciles de demostrar, algunos trabajos puntuales mencionan una tendencia a considerar a las 
micorrizas como asociaciones tripartitas cuya dinámica es crucial, tanto para el funcionamiento 
de las micorrizas como a nivel superior, en la estructura de ecosistemas complejos (Teixeira da 
Silva et al 2015).  
 
Al parecer, las presiones ecológicas tendrían un papel fundamental en la especificidad reportada 
en las relaciones simbióticas establecidas entre orquídeas y microorganismos (Cevallos et al 
2006; Majerali y Klironomos 2007; Glynou et al 2015). Además, considerando que las 
orquídeas epifitas se desarrollan en condiciones adversas, con reducida disponibilidad de agua 
y de nutrientes orgánicos e inorgánicos, la colonización de sustratos arbóreos o forófitos 
(especies arbóreas que hospedan a las orquídeas) y -sobre todo- de sustratos en proceso de 
descomposición presentaría mayores ventajas como fuente de provisión de carbono que 
sustratos rocosos. De esta forma, especies que presentan hábitos epífitos (crecimiento en 
especies arbóreas) y litófitos (crecimiento en rocas) podrían estar asociadas a comunidades de 
microorganismos distintos, en función de la necesidad de recursos (Xing et al 2015; Bayman y 
Otero, 2006).  
 
El conocimiento de micobiontes (componente fúngico de una simbiosis) específicos de 
orquídeas tropicales puede ser un factor crítico para la conservación y propagación de ciertas 
especies, principalmente aquellas con poblaciones pequeñas y patrones de distribución reducida 
(Suárez y Kottke 2016; Kottke y Suárez 2009). La comprensión de la identidad y la filogenia 
de los principales grupos de hongos asociados a estas orquídeas, así como el conocimiento de 
la especificidad y el grado de significancia simbiótica entre estos grupos y sus hospedadores 
podría ser un factor clave en los esfuerzos de conservación futuros, principalmente en 
remanentes aislados de bosque altoandino. 
 
En Ecuador son muy pocos los grupos que siguen esta corriente de investigación, a pesar de 
que la familia Orchidaceae es la más numerosa entre plantas superiores del país (Jørgensen , 
Ulloa y Maldonado 2006), con 228 géneros y aproximadamente 4032 especies descritas 
(Riofrío et al 2007). La región Andina, por sus características climáticas y geográficas, alberga 
el mayor número de especies de orquídeas epífitas endémicas. Muchas de estas especies están 
amenazadas, aproximadamente el 85% (Valencia 2010; Cribb et al 2003), principalmente 
debido a actividades antrópicas que causan perturbaciones en su hábitat (Jiménez 2005).  
 
Entre estas especies se incluyen las pertenecientes al género Pleurothallis, considerado como 
el segundo género de orquídeas con mayor número de especies endémicas en Ecuador 
(Jiménez 2005). De acuerdo con el CITES, las especies de este género presentan estrictas 
regulaciones en su comercio y se reconoce una dependencia de la venta a la extracción ilegal 
de especímenes directamente de la naturaleza, con pocos comercios dedicados a su 
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reproducción. Además, el género Pleurothallis se describe como dependiente de la 
polinización por insectos para logar un exitoso desarrollo del fruto y alta viabilidad de las 
semillas, con reportes de depresión endogámica alta en poblaciones naturales (Borba et al 
2001) y reproducción sexual muy limitada (CaraDona y Ackerman 2012).  
 
En esta investigación, estudiamos la comunidad de microorganismos endófitos asociados a las 
raíces de Pleurothallis coriacardia, especie nativa de los Andes y frecuente en el Bosque 
Protector Mazán, que presenta hábitos epífitos (Figura 1a) y litófitos (Figura 1b). Se trata de 
una especie sobre la cual se dispone de información muy limitada respecto a su ecología, 
relaciones simbióticas y distribución.  
 
  
Figura 1.  Hábitos a) epífitos y b) litófitos de crecimiento de Pleurothallis coriacardia 
 
Se aislaron, caracterizaron e identificaron hongos cultivables a partir de segmentos de raíz de 
plantas adultas de Pleurothallis coriacardia, colectadas en distintos sustratos de colonización 
y se evaluó su efecto en el desarrollo embrionario de semillas de la misma especie. Además, 
mediante técnicas de secuenciación masiva, se caracterizó la comunidad de microorganismos 
endófitos (hongos y bacterias), incluyendo especies cultivables y no cultivables, presentes en 
dichas muestras de raíz.  
 
2. Metodología 
 
2.1 Área de colección y especie de estudio 
 
Las muestras incluidas en el estudio fueron colectadas en el bosque protector de Mazán (Figura 
2), ubicado a 10 Km al oeste de la ciudad de Cuenca a 02°50’S y 79°13’O. Este bosque, con 
muy poca influencia antropogénica, tiene un área total de 2640 ha, ubicadas entre los 2800 y 
3200 m.s.n.m. Su precipitación anual varía entre 1000 y 2000 mm y mantiene un rango de 
temperatura entre 6 y 12°C. El bosque de Mazán es un representante de los bosques siempre 
verdes montanos altos y su diversidad vegetal incluye alrededor de 300 especies de plantas 
vasculares, entre las que destacan 40 especies de epífitas (orquídeas y bromelias) (Guzmán y 
Moreno 2014). Las zonas adyacentes al río Mazán están cubiertas por bosque primario y 
bosque secundario maduro, con un importante estrato arbóreo representado por especies como 
a b 
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el “Romerillo” (Prumnopyts montana), “Sarar” (Weimannia fagaroides), “Pururug” 
(Hedyosmum luteunyii), “Tililin” (Piper andreaum), ”Jigua” (Ocotea sp.) entre otros, que 
permiten mantener una constante humedad y la ausencia de una estación seca marcada, creando 
unas condiciones muy particulares para el desarrollo de una importante variedad de especies 
epífitas, entre ellas las orquídeas (Beltrán 2001).  
 
 
Figura 2.  Ubicación del Área de Colección, cuadrantes en color rojo, con ubicación aproximada de transectos 
establecidos. 
Esta investigación se realizó en el marco de la Autorización de Investigación Científica N° 093-
16-IC-FUNGI-DPAA/MA otorgada por la Dirección Provincial del Ambiente de Azuay en uso 
de las atribuciones que le confiere la Codificación a la Ley Forestal y de Conservación de áreas 
naturales y Vida Silvestre. 
2.2 Colección de raíces y semillas  
 
En las primeras salidas de campo, efectuadas entre los meses de febrero y marzo del año 2016, 
se colectaron 35 muestras de raíces en total, para el aislamiento de hongos endófitos 
cultivables. Estas muestras fueron obtenidas a partir de sustratos rocosos y siete especies de 
árboles. Las muestras consistieron en varios fragmentos de la punta de las raíces de P. 
coriacardia de aproximadamente 3 cm de longitud cada una, pues se ha reportado que esta 
parte de la raíz presenta mayores índices de colonización de microorganismos endófitos, sobre 
todo cuando presenta una coloración verdosa a traslúcida (Figura 3a.) (Yokoya et al 2014). 
Las primeras salidas de campo permitieron identificar los forófitos más frecuentes para la 
especie, así como la ubicación de los sustratos rocosos más cercanos, para poder así establecer 
cinco transectos de colección de las raíces de P. coriacardia .  
 
Los cinco transectos estuvieron ubicados en la zona de bosque secundario de la reserva, a lo 
largo del flanco norte del río Mazán y tuvieron una longitud variable en función de la 
ubicación de los distintos sustratos. En estos transectos se tomaron 20 muestras en total, cinco 
por cada sustrato seleccionado: Arrayán (Myrcianthes rhopaloides), Sarar (Weinmannia 
fagaroides), Ocotea sp. y roca. Además, en los transectos se colectaron cápsulas de semillas, 
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preferiblemente secas, para ser empleadas en las pruebas de germinación y desarrollo de las 
semillas (Figura 3b).  
 
  
Figura 3.  a) Raíces de P. coriacardia en sustrato rocoso, la fecha indica la coloración verde-traslucida de la punta, 
porción colectada. b) Cápsula madura abierta de P. coriacardia. 
 
Durante las colectas se intentó reducir, en la medida de lo posible, variables ambientales como 
zonas con alta insolación, que pudieran influenciar en la composición de hongos en las raíces 
de orquídea.  
 
2.3 Aislamiento y cultivo de hongos endófitos  
 
Las muestras de raíces fueron transportadas en frío hasta el laboratorio. Una vez allí, fueron 
desinfectadas usando una combinación de los protocolos de Zettler (1997) y Currah (1987): las 
raíces se sumergieron en una solución compuesta de cloro 2% - alcohol 70% y agua destilada 
estéril (1:1:1), durante un minuto y posteriormente se lavaron con abundante agua destilada 
estéril. Las raíces desinfectadas se trituraron con varilla de vidrio, los fragmentos se sembraron 
en medio FIM (Fungi Isolation Medium) y las placas se incubaron a temperatura ambiente. Las 
hifas emergentes de la región cortical, aisladas hasta 96 horas luego de la siembra de las raíces 
en FIM, fueron subcultivadas en medio agar papa dextrosa (PDA). Las cepas de hongos aislados 
de esta manera se clasificaron por morfotipos - registrándose datos como coloración, forma de 
crecimiento y textura del micelio y generándose un registro fotográfico- y posteriormente 
fueron conservadas en medio avena-agar (OMA por sus siglas en inglés) a 4°C. 
 
La extracción de ADN genómico de estas cepas de hongos se realizó utilizando el protocolo de 
Cenis (1992). A partir de este ADN se amplificó la región ITS1-5,8S-ITS2 mediante la reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los cebadores universales para eucariotas ITS1 e 
ITS4 (White et al 1990). El perfil térmico empleado fue el siguiente: 94°C por 3 m, seguido por 
35 ciclos de 94°C por 30 s, 57.4°C 45 s y 72°C 45 s, con una extensión final de 7 m a 72°C. La 
amplificación fue verificada en electroforesis en gel de agarosa 1%. Los amplicones fueron 
enviados para su secuenciación a la empresa Macrogen (Sur Corea).  
 
Para la identificación molecular de las distintas cepas de hongos, se realizaron asignaciones 
taxonómicas comparando las secuencias nucleotídicas obtenidas con aquellas depositadas en 
las bases de datos GenBank del NCBI (National Center for Biotechnology Information) y 
UNITE (Unified system for the DNA based fungal species linked to the classification) Ver. 7.1, 
empleando la herramienta de asignación taxonómica BLAST (Altschul et al 1997). Se realizó 
un análisis de diversidad entre las muestras por cada sustrato de colección de las plantas 
calculando el índice de Shannon, el cual permite expresar la uniformidad de los valores de 
a b 
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importancia a través de todas las especies de la muestra (Moreno 2001). Para este análisis se 
utilizó el Software EstimateS y se analizaron las diferencias entre la riqueza y abundancia de 
estas comunidades con ANOVA (p =0.05) con Software PAST.  
 
2.4 Ensayos de desarrollo embrionario de semillas de P. coriacardia  
 
En condiciones de esterilidad se abrieron las cápsulas de semillas y éstas últimas fueron 
depositadas en frascos estériles que se almacenaron a -20°C (Zettler y McInnis 1993). Previo 
a la siembra, las semillas fueron desinfectadas usando el método de Zettler et al (2013) que 
consiste en sumergir y homogenizar las semillas en una mezcla de etanol 85%, cloro 5% y 
agua estéril (1:1:1) por un minuto, y posteriormente realizar 3 lavados sucesivos con agua 
destilada estéril.  
 
Dos mililitros de la suspensión de semillas desinfectadas se esparcieron en las cajas con medio 
avena agar - OMA, a un pH aproximado de 7, y se inoculó el mismo con un bloque de cada 
una de las cepas de hongo a evaluar (0,5 cm2).  Para los ensayos preliminares se utilizaron 168 
cepas de hongos aislados a partir de las raíces, con dos repeticiones cada uno, además de 
controles negativos. Las cajas fueron incubadas a temperatura ambiente y en condiciones de 
oscuridad durante los dos primeros meses de cultivo y luego las condiciones de fotoperiodo 
fueron de 16 horas luz/8 horas de oscuridad. Se evaluaron las semillas cada 15 días durante 5 
meses, registrando el desarrollo de las mismas en relación a la escala modificada de Seaton y 
Ramsay (2009). En dicha escala, los estados de desarrollo embrionario de las semillas se 
clasifican como: 0 = semilla no viable o semillas muertas; 1= semilla con embrión viable; 2= 
hinchamiento del embrión, semillas germinando; 3=ruptura de testa, embrión engrosado; 4= 
desarrollo de promeristema; 5=desarrollo de primeras hojas verdaderas. Adicionalmente se 
registraron datos del diámetro de las semillas por caja en cada estado de desarrollo.  
 
Para el ensayo definitivo se siguió el mismo procedimiento ya descrito, pero se evaluó –
además- el efecto del pH del medio de cultivo sobre germinación y el desarrollo de las semillas 
inoculadas. Para ello, se preparó medio avena-agar a tres distintos valores de pH (4,6 - 5,6 - 
6,6); cada uno de estos medios se dispensó en cada uno de los tres segmentos de cajas tripetri 
y cada uno de ellos se inoculó con un bloque de medio de cultivo conteniendo micelio de cada 
una de las 15 cepas seleccionados a partir de los resultados obtenidos en el ensayo preliminar. 
Se realizaron 10 repeticiones por cada cepa de hongo endófito y se incubaron a temperatura 
ambiente durante 120 días.  Se mantuvieron las mismas condiciones de oscuridad los dos 
primeros meses y 16 horas luz/8 horas de oscuridad para el resto del ensayo. Se utilizaron 
además controles positivos para la germinación de las semillas (Phytamax, Phytamax + Ácido 
giberélico pH 5,6) y controles negativos incubando para ello las semillas sin hongos en medio 
OMA (pH 4,6 - 5,6 - 6,6). Todas las cajas fueron observadas mensualmente, registrándose el 
porcentaje de semillas por estado de desarrollo y el diámetro de las mismas. Para el análisis 
de los ensayos de desarrollo, el porcentaje de semillas en cada estado de desarrollo fue 
calculado por cada tratamiento al dividir el número de semillas en cada estado por el número 
total de semillas viables en cada muestra. Los resultados obtenidos tanto del número de 
semillas por estado de desarrollo como del diámetro se analizó con el software XLSTAT (V. 
2014.5.03 Addinsoft 2014) utilizado análisis de varianza ANOVA (P ≤ 0,05) entre factores y 
sus interacciones. Posteriormente se efectuó un análisis posterior de Tukey (P ≤ 0,05). Datos 
de ambos ensayos fueron transformados a una distribución noral al estandarizr las variables 
usando la variación de la desviación estandar (n-1) previo al análisis. 
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2.5 Caracterización de la comunidad de microrganismos endófitos asociados a las raíces de 
P. coriacardia  
 
Para la extracción ADN metagenómico microbiano (mezcla de todos los genomas de los 
microorganismos presentes en el tejido radicular) las raíces fueron desinfectadas según el 
protocolo de Otero et al (2002): el mismo consiste en baños sucesivos de etanol 75% durante 1 
minuto, 2,5% de hipoclorito de sodio por 30 segundos, agua estéril 1 minuto, etanol 75% por 1 
minuto y un último lavado en agua estéril por 1 minuto. Las raíces fueron cortadas en pequeños 
pedazos con la ayuda de un bisturí y, para lograr una ruptura de alto rendimiento de las paredes 
celulares de las raíces, se utilizó el homogenizador Tissuelyzer con esferas de zirconio en dos 
ciclos de 5 minutos; posteriormente se extrajo y purificó el ADN metagenómico utilizando el 
kit comercial Purelink Genomic DNA kit (Invitrogen) siguiendo las especificaciones del 
fabricante.  
 
A partir de este ADN metagenómico se realizó la amplificación por PCR de los fragmentos 
correspondientes a las regiones ITS1-5,8S-TS2, 28 S (para hongos) y 16S ADNr (para 
bacterias), empleando para ello los cebadores ITS1 e ITS4 (White et al 1990), LROR y LR3 
(Vilgalys y Hester 1990) y 341F y 806R (Herlemann et al 2011) respectivamente. El proceso 
de amplificación y de preparación para la secuenciación masiva en la plataforma Illumina 
MiSeq consistió en tres pasos de amplificación por PCR, modificado a partir de Lundberg et al 
(2013). Se detallan las condiciones de PCR utilizadas en cada paso en las siguientes tablas:  
 
Tabla 1. Distintos pasos y condiciones para la amplificación del ADN metagenómica de raíces de P. coriacardia. 
Region:  ITS1-5,8S-TS2 y 28 S  16S 
Paso 1: Enriquecer ADN 
 Cebadores específicos 
ITS1 e ITS4/ 
 LROR y LR3 
 
Cebadores 
específicos 
341F y 806R 
Desnaturalización inicial  95°C 5 m  95°C 5 m 
Desnaturalización 
12 
ciclos 
95°C 30 s 
15 
ciclos 
95°C 30 s 
Alineamiento 52°C 2 m 55°C 30 s 
Extensión 72°C 2 m 72°C 15 s 
Extensión final  72°C 7 m  72°C 7 m 
       
Paso 2: Cebadores de desplazamiento y 
adaptadores 
ITS1 F1-F6/ITS4 F1- F6 
LROR F1-F6/LR3 F1- F6 
 341F F1-F6/  
806R F1-F6 
Desnaturalización inicial:  95°C 5 m  95°C 5 m 
Desnaturalización 
12 
ciclos 
95°C 30 s 
15 
ciclos 
95°C 30 s 
Alineamiento 52°C 2 m 55°C 30 s 
Extensión 72°C 2 m 72°C 15 s 
Extensión final  72°C 7 m  72°C 7 m 
Paso 3: Unión de Barcode  Primer F/Cebador barcode para cada muestra 
Desnaturalización inicial:  95°C 5 m  95°C 5 m 
Desnaturalización 
12 
ciclos 
95°C 30 s 
15 
ciclos 
95°C 30 s 
Alineamiento 52°C 2 m 55°C 30 s 
Extensión 72°C 2 m 72°C 15 s 
Extensión final  72°C 7 m  72°C 7 m 
 
Con la adición de cada barcode específico por cada muestra, independiente del marcador 
molecular amplificado, se hizo la verificación en gel de agarosa 1,5% y se procedió a la unión 
de todas las muestras y posterior purificación para ser enviadas para secuenciación con Illumina 
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MiSeq 2x250 en el Centro de Investigaciones en Cáncer y Genética (ICBR) de la Universidad 
de Florida (Gainesville, FL). Se utilizó la plataforma Qiime (Quantitative Insights Into 
Microbial Ecology) para el análisis bioinformático de estas secuencias, utilizando las bases de 
datos: The GreenGenes Consortium, versión Mayo 2103 para la región 16S ADNr, UNITE ver 
7.0 para la región ITS1-5,8S-TS2 y Arb-Silva Release 128 para la región 28S ADNr. 
 
Para realizar el análisis de composición de la comunidad microbiana asociada a las raíces de 
P. coriacardia se calcularon los siguientes índices de diversidad beta: Chao-Jaccard, Chao-
Sorensen, Morisita-Horn y Bray-Curtisen (Moreno 2001) por cada sustrato de colección 
empleando el software Estimates. Estos índices fueron comparados con un análisis de varianza 
(ANOVA p =0.005). Además, para estimar tendencias o patrones de preferencia de las 
unidades taxonómicas operacionales (UTO) más representativos, se realizó un Test de 
MonteCarlo (Guzmán y Moreno 2014). 
 
3. Resultados  
 
3.1 Descripción de la especie estudiada  
 
Pleurothallis coriacardia Rchb. f. es una especie de orquídea fotosintérica con hábitos de 
crecimiento tanto epífitos como litófitos y en el Bosque Protector Mazán es abundante, con 
poblaciones presente en bosque secundario como en primario.  
 
Las características morfológicas de esta especie, registradas en campo, fueron: crecimiento 
simpodial, con tallos verdes unifoliares cubiertos en la base por brácteas de coloración verde-
morada; hojas oblanceoladas y correosas, subpeciolados en la base; raíces velamentosas de 
coloración verde-translucida en la punta; 
inflorescencia apical de hasta 5 flores por tallo, 
con coloración variable entre marrón-rojiza 
hasta amarilla, con sépalos laterales fusionados 
y con bordes claros, por lo general amarillos, 
pétalos pequeños y alargados, labio y columna 
amarilla-verdosa, con polinia de coloración 
amarilla. En campo se observó un frecuente 
desarrollo de propágulos asexuales (Figura 4) a 
partir del peciolo, con desarrollo de raíces sin 
bulbos y nuevos tallos, como una estrategia de 
propagación y diseminación por clonación de la 
especie, en condiciones limitantes.  
 
Registramos la presencia de la especie en distintos sustratos de colonización, principalmente 
rocas y en tres forófitos identificados como los más comunes - Arrayán-Myrcianthes 
rhopaloides, Sarar-Weinmannia fagaroides, Ocotea sp., además en tres forófitos con menos 
registros Viburnum triphyllum, Prumnopitys montana, Polylepis reticulata, además de ser 
abundante en sustratos en descomposición que no pudieron ser identificados. A pesar de ser 
una especie bastante frecuente, P. coriacardia formaba parches de vegetación en sitios 
específicos, en particular, en los sustratos rocosos. Notamos, además, que plantas con 
propágulos asexuales formados a partir de las hojas eran más frecuentes en el mencionado 
sustrato. Observamos que el establecimiento de los protocormos era por lo general en 
Figura 4.  Propágulos asexuales formados desde el 
peciolo de las hojas, que da lugar a un nuevo 
espécimen. 
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superficies con poco material orgánico y que se encontraba casi desnudo tanto en rocas como 
en forófitos (Figura 5). Se puede sugerir que, independiente del sustrato (arbóreo o roca), las 
condiciones de establecimiento, se ven afectadas, lo que puede estar dificultado la 
germinación de las semillas in situ.  
 
  
Figura 5.  Plántulas de orquídeas registrados en el Bosque de Mazán (a) sustrato arbóreo Arrayán -Myrcianthes 
rhopaloides y (b) sustrato rocoso. 
 
3.2 Aislamiento de hongos endófitos cultivables  
En total logramos obtener 177 aislados puros: 22 de ellos provenientes de plantas que 
colonizan sustratos rocosos, 90 de orquídeas que crecen en los forófitos más representativos -
Weinmannia fagaroides (15), Ocotea sp. (23), Myrcianthes rhopaloides (52)- y los 65 aislados 
restantes procedentes de forófitos menos abundantes ó de sustratos en proceso de 
descomposición. Los 177 aislados puros fueron agrupados en 122 morfotipos, en base a sus 
características macroscópicas y microscópicas. 
 
Encontramos gran diversidad de morfotipos en relación a coloración, tipo de crecimiento y 
estructura de sus hifas. En algunos casos el mismo género presentó varios morfotipos 
diferentes, como los aislados de Fusarium sp. presentados en la Figura 6.  
 
   
Figura 6.  Diversos morfotipos similares s al género Fusarium (a) Cepa 14M2 de coloración de micelio blanquecino y 
crecimiento circular (b) Cepa 24M2 crecimiento irregular y de coloración central marrón (c) Cepa 7M5 afín a 
Fusarium/Gibberella tricintum con una coloración distintiva rosada. 
 
Las cepas similares a la descripción de los géneros Ilyonectria (Figura 7a y 7b) y Bionectria 
(Figura 7c), presentaron coloración marrón-anaranjada característica del grupo, con 
clamidiosporos globosos a subglobosos y formado cadenas, características también reportadas 
en literatura (Cabral et al 2012).  
 
a c b 
a b 
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Figura 7.  a) Macroscopia y b) microscopia del morfotipo de 6M3 - Ilyonectria, c) morfotipo 10M3 – Bionectria. 
Las cepas de Coprinellus sp, mostraron diversidad de morfotipos, con características en general 
similares a las reportadas para Rhizoctonia, es decir, micelio blanco, semi-algodonoso, con 
bordes definidos y crecimiento circular (Figura 8a). Otras cepas tuvieron una coloración blanca 
en los bordes y centro amarillo (Figura 8b), que en colonias envejecidas cambió a café-cremoso 
(Figura 8c), con un crecimiento más rápido que las anteriores y la formación de abundante 
micelio.  
 
   
Figura 8.  Diversos morfotipos pertenecientes al género Coprinellus (a) Cepa 19M2 (b) Cepa 21M1 (c) Cepa 32M5. 
Cepas identificadas como Umbelopsis sp. (Figura 9a) tuvieron un crecimiento similar a 
levaduras, con superficie de coloración rosa-anaranjada, con hifas muy delgadas blanquecinas 
y la formación característica de esporangiosporas. Las colonias de aislados identificados como 
Nigrospora sp. (Figura 9b) presentaron una superficie rugosa, de color gris oscuro en el 
anverso y negro en el reverso. Mientras que Psilocybe (Figura 9c.) tuvo una coloración blanca-
cremosa con un crecimiento irregular y lento, observándose una coloración oscuras en 
colonias envejecidas (Figura 9d). Los aislados identificados como Epicoccum sp., presentaron 
un morfotipo de coloración amarillenta (Figura 9e.), desarrollando una coloración marrón 
oscura en colonias envejecidas (Figura 9f).  
  
    
Figura 9.  Distintos morfotipos presentes en la colección de hongos endófitos de P. coriacardia, a) Morfotipo con 
características de Umbelopsis 22M, b) Morfotipo de 1M4 Nigrospora; Morfotipo de 1M2 Psilocybe c) inmadura d) 
madura; Morfotipo de 12M Epicoccum e) juvenil f) madura. 
a b c 
a b c 
a b 
c d e f 
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En base al análisis de las secuencias nucleotídicas de los marcadores moleculares estudiados, 
los morfotipos diferenciados corresponden a géneros de tres Phyla del reino Fungi: 
Ascomycota representa un 49% de la colección, Basidiomycota un 24% y Zygomycota un 
5%, siendo Coprinellus (Familia Psathryrellaceae) el género más registrado con un 15% en 
toda la colección, seguido por Fusarium (Nectriaceae), Nigrospora (Trichosphaeriales) ambos 
con un 7%, y Trichoderma (Hypocreaceae) con un 6% (Figura 10.). No fue posible identificar 
un 22% de la colección de hongos endófitos aislados (Anexo 1. Registro de hongos aislados). 
 
 
Figura 10.  Géneros y abundancia de hongos endófitos aislados a partir de P. coriacardia. 
 
Las comunidades analizadas de hongos endófitos cultivables asociados a plantas de P. 
coriacardia que colonizan cada uno de los distintos sustratos estudiados, mostró curvas por 
diversidad de Shannon ligeramente superiores para Arrayán, seguido por el grupo de forófitos 
en descomposición, mientras que Sarar fue el sustrato con menor diversidad (Figura 11.). No 
se encontró una diferencia significativa (p = 0.08515) entre la riqueza y abundancia (diversidad) 
entre sustratos.  
 
 
Figura 11.  Diversidad de especies de hongos endófitos calculada por el índice de Shannon por cada sustrato de 
colección de P. coriacardia. 
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En cuanto a riqueza, Arrayán presenta el mayor número de géneros exclusivos: 
Cylindrocladiella, Diaporthe, Gelatoporia, Hymenoscyphus, Cercosporidium, Trametes. En 
sustratos arbóreos en descomposición, observamos claramente un mayor número de géneros 
reportados como saprófitos y patógenos, como Coprinellus, Umbelopsis, Mycena, Arthrinium, 
Hypocrea, Ilyonectria, Nigrospora y Fusarium. Por otra parte, en los sustratos rocosos 
identificamos morfotipos estrechamente relacionados con Fusarium tricintum y Helicostylum, 
además de observar una mayor abundancia en individuos del género Chaetomium. Finalmente, 
a partir de plantas que colonizan Ocotea sp. aislamos cepas exclusivas y abundantes de 
Epicoccum y Phoma. 
 
3.3 Ensayo preliminar de promoción del desarrollo embrionario de semillas de P. coriacardia  
 
Observamos un efecto positivo en el desarrollo embrionario de las semillas de P. coriacardia 
aproximadamente a los 30 días de evaluación en 23 de los 168 tratamientos evaluados (medio 
inoculado con distintas cepas de hongos). Las semillas con el embrión hinchado, 
correspondiente al estado de desarrollo 2, con las 23 cepas inoculadas, presentaron un 
progresivo hinchamiento del embrión durante los siguientes meses hasta los 120 días (Figura 
12).  
 
Únicamente para las cepas identificadas como 6MF3 - Ilyonectria, 18.2M2 – Nigrospora. y 
12.1M3 - Aff. Rhizoctonia, registramos, a los 150 días, un hinchamiento del embrión que dio 
lugar a ruptura de testa de la semilla, estado de desarrollo 3 (Figura 14). Para el resto de 
tratamientos se vio un efecto negativo (reducción de tamaño y cambio de coloración) para las 
semillas en presencia de 96 inóculos fúngicos y para los restantes 46 tratamientos observamos 
que los embrión permanecían viables pero no presentaron ningún hinchamiento hasta el final 
del experimento. 
 
La evaluación del diámetro del embrión en los distintos estados de desarrollo y el 
correspondiente análisis de varianza, permitió discriminar aquellas cepas que no influyeron en 
el desarrollo embrionario de las que si la hicieron. Encontramos diferencias significativas entre 
los valores del diámetro del embrión en todos los estados comparados entre sí. Las semillas en 
Figura 12.  Distintos estados de desarrollo observados en el ensayo preliminar, Estado 1= 
Embrión viable, Estado 2= hinchamiento del embrión,  Estado 3= Ruptura de testa. 
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estado 3 (ruptura de testa), mostraron tamaños significativamente superiores al control (p = < 
0,0001), como se muestra en la Figura 13. 
 
Figura 13.  Diagrama de cajas del diámetro de las semillas por cada estado de desarrollo evaluado 
 
En base a los resultados obtenidos en el ensayo preliminar seleccionamos 15 cepas para el 
ensayo definitivo, considerando aquellas que promovieron el desarrollo embrionario hasta los 
estados 2 (embrión hinchado) y 3 (ruptura de testa), descartando ocho cepas que no 
permitieron tener resultados consistentes.  
 
3.4 Ensayo definitivo de promoción de desarrollo embrionario de semillas de P. coriacardia  
 
Similar al ensayo preliminar, a los 30 días de evaluación se observó un efecto estimulante de 
12 de las 15 cepas sobre el desarrollo del embrión (Figura 14).  
 
Figura 14.  Porcentaje de semillas en distintos estados de desarrollo en presencia de hongos endófitos al cabo de 90 días 
de observación después de la siembra. 
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Control -
Control +
27M3-Coprinellus
33M2.1-Trametes
22M2.3-Coprinellus
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26M1.4.2-Nigrospora
29M2.8-Fusarium
20M3-Coprinellus
18.1M3-Coprinellus
12.1MF3-Rhizoctonia
6M3-Ilyonectria
21M1-Coprinellus
22M2.1-Coprinellus
18.2M2-Nigrospora
3M5 - Trichoderma
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A los 60 días, el porcentaje de semillas en estado 2 y 3 fue superior al 50% en las semillas 
inoculadas con las cepas 3M5-Trichoderma, 6M3-Ilyonectria, 18.2M2-Nigrospora, 21M1-
Coprinellus, 22M2.1-Coprinellus (Figura 15.), al igual que para 19M1.4.1 y 22M2.1 ambos 
Coprinellus aunque en menores porcentajes. En todos los casos se observó una dispersión del 
micelio por toda la superficie del medio de cultivo y con un crecimiento más abundante, con 
el recubrimiento incluso de las semillas.  
El comportamiento de la cepa 6M3-Ilyonectria entre ensayos fue distinto y dependiente del pH 
del medio. En el ensayo preliminar (pH ≈ 7), no se observó un crecimiento de las hifas hacia 
las semillas (Figura 16a) por lo que se podría pensar en otros factores afectando el intercambio 
de nutrientes entre hongo – semilla. En observaciones realizadas hasta el décimo mes desde la 
siembra las semillas de este ensayo, pudimos observar que estas se mantenían viables y en 
desarrollo. En el ensayo definitivo, la variación de pH del medio promovió un crecimiento 
significativo de la cepa 6M3-Ilyonectria. Además de cubrir la caja Petri, sus hifas cubrieron a 
cada semilla (Figura 16b). El crecimiento de las semillas inoculadas con esta cepa fue evidente, 
no podemos afirmar un desarrollo de la semilla con ruptura de testa, aunque se logra ver la 
formación de otras estructuras junto al embrión, comportamiento registrado a los 90 días de 
evaluación (Figura 16c.). 
 
   
Figura 16.  Diferente comportamiento de cepa 6M3-Ilyonectria frente a las semillas (a) ensayo preliminar (b) ensayo 
definitivo. 
b a 
c 
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Control -
Control +
27M3 - Coprinellus
33M2.1 - Trametes
22M2.3 - Coprinellus
17MR4 - Chaetomium
26M1.4.2 - Nigrospora
29M2.8 - Fusarium
19M1.4.1 - Coprinellus
20M3 - Coprinellus
12.1MF3 - Aff. Rhixoctonia
18.1M3 - Coprinellus
22M2.1 - Coprinellus
6M3 - Ilyonectria
18.2M2 - Nigrospora
3M5 - Trichoderma
21M1 - Coprinellus
60 días
E=1 E=2 E=3
Figura 15.  Porcentaje de semillas en distintos estados de desarrollo en presencia de hongos 
endófitos al cabo de 60 días de observación después de la siembra. 
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A los 90 días de observación, para las semillas inoculadas con las cepas 22M2.1, (Figura 17a), 
20MF3 (Figura 17b), 18.1M3 (Figura 17c), afines a Coprinellus, fue posible ver ruptura de 
testa en 15% o menos del total de semillas evaluadas. En el caso de las cepas 19M1.4.1-
Coprinellus (Figura 17d) y 29M2.8– Fusarium se observó ruptura de testa en muy pocas 
semillas (Figura 18.). Al cabo de 120 días, no observamos cambios significativos (p = 0,1312) 
en ninguno de los tratamientos.  
 
  
    
Figura 17.  Semillas en distintos estados de desarrollo embrionario  en presencia de  las cepas a) 22M2.1 Coprinellus b) 
20M3 Coprinellus c) 18.1M3 Coprinellus d) 19M1.4.1 Coprinellus,  Estado 1= Embrión viable,  Estado 2= 
hinchamiento del embrión,  Estado 3= Ruptura de testa. 
 
Figura 18.  Porcentaje de semillas en distintos estados de desarrollo en presencia de hongos endófitos al cabo de 90 días 
de observación después de la siembra. 
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En el caso de los controles negativos (Figura 19a), se pudo observar a los 60 días de evaluación 
un hinchamiento del embrión en el 84% de las semillas evaluadas, pero no existió mayor 
desarrollo a partir de ese punto. Al contrario, a los 120 días se observó un menor porcentaje 
de semillas en este estado de desarrollo (45%). Para los controles positivos (Figura 19b) a los 
90 días de evaluación 59 % de las semillas evaluadas llegaron a un estado de desarrollo 1 = 
embrión viable, pero no existió mayor crecimiento a partir de ese punto. Estas diferencias 
observadas entre estadíos de desarrollo fueron verificadas en torno al tamaño del embrión de 
igualmanera, aunque no se encontraron diferencias significativas entre controles. Por cada 
repetición la fuente de semilla fue proveniente de la misma cápsula, por lo que se considera 
que no existe un sesgo por el origen de la semilla. 
 
 
    
Figura 19.  a) Control negativo b) Control positivo. 
 El análisis de varianza, con los resultados obtenidos a los 120 días de evaluación, entre los 
diferentes estados de desarrollo embrionario de las semillas mostró una diferencia 
significativa para 6M3-Ilyonectria todas las cepas evaluadas (p < 0,0001) y con los respectivos 
controles positivo (p < 0,0001) y negativo (p < 0,0001) (Figura 20.).  
 
El análisis de varianza para el diámetro de las semillas permitió determinar una diferencia 
significativa para los tratamientos 6MF3-Ilyonectria (p < 0,0001), 22MF2.1-Coprinellus (p < 
0,0001) 19M1.4.1 – Coprinellus (0.0151) y 20M3-Coprinellus (p = 0,0072) (Figura 23.). Los 
análisis de Tukey posteriores, al confrontar cada cepa evaluada con los controles, permitieron 
evidenciar diferencias significativas con la excepción de 19M1.4.1-Coprinellus y 20M3-
Coprinellus con el Control negativo (19M1.4.1 p = 0,5473; 20M3 p = 0,3532) y positivo 
(19M1.4.1 p = 0,2618; 20M3 p = 0,0913).  
a b 
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Figura 20.  Media de las mediciones de diámetro para las semillas de P. coriacardia en presencia de las distintas cepas, 
barra en color amarillo cepas que mostraron una diferencia significativa entre grupos, barra en verde cepas que 
promovieron un estado de desarrollo 3= ruptura de testa, barra en azul cepas que registraron estado de desarrollo 2= 
hinchamiento del embrión, barras en naranja cepas que no tuvieron influencia en el desarrollo de la semillas, barra en 
gris media de los controles. 
Al comparar los resultados obtenidos en el ensayo definitivo con el ensayo preliminar, 
comprobamos que la acidificación del medio de cultivo promovió un mayor desarrollo de los 
hongos, el micelio cubrió por completo la caja y además envolvió a las semillas. Sin embargo, 
no se encontraron diferencias significativas entre estados de desarrollo (p = 0,4949) ni 
diámetro de las semillas (p = 0,9881) al comparar el desarrollo de las mismas en presencia de 
las distintas cepas en los distintos medios con valores de pH (Figura 21).  
 
En observaciones posteriores realizadas  a los 150 días de la siembra, después de culminada 
la fase experimental, se registraron estructuras de mayor tamaño en las semillas en estado 3, 
para las cajas inoculadas con las cepas 22M2.1, 20MF3, 18.1M3, 19M1.4.1 – Coprinellus y 
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Figura 21.  Comparación entre distintos estados de desarrollo de semillas, con inóculos fúngicos y controles, 
por influencia de valores de pH probados en el ensayo. 
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29M2.8- Fusarium, (Figura 22.). Estas estructuras fueron semejantes a cúmulos de tejido 
vegetal, con coloración oscura (café) y base todavía verde, con desarrollo vertical.  
 
  
Figura 22.  Desarrollo de semillas después de 150 días de inoculación con las cepas a) 22M2.1 Coprinellus y b) 
19M1.4.1 Coprinellus a manera de rizoides coraloides. 
3.5 Caracterización de la comunidad de microorganismos endófitos asociados a raíces de P. 
coriacardia mediante secuenciación masiva 
 
Comunidad de hongos endófitos 
A partir de las 20 muestras colectadas se obtuvieron un total de 223748 secuencias, siendo 
posible agruparlas en cuatro Phyla de hongos -Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, 
Zygomycota- y un grupo de hongos no identificados a este nivel. Las Unidades Taxonómicas 
Operativas (UTOs) fueron asignadas principalmente a nivel de familia con un total de 77, 
siendo Dothideomycetes, Sordariomycetes y Agaricomycetes las que presentaron un mayor 
número de UTOs (Tabla 2). 
 
Tabla 2. Descripción de la comunidad de hongos endófitos de P. coriacardia 
Phyla Clase 
# 
UTO 
A
.T
o
ta
l 
 
A
b
u
n
d
a
n
c
ia
 
r
e
la
ti
v
a
 
Ocotea  Sarar Arrayán Roca  
Abundancia 
A. 
relativa 
Abundancia 
A. 
relativa 
Abundancia 
A. 
relativa 
Abundancia 
A. 
relativa 
Ascomycota Ascomycota 1 13170 0,0589 1563 0,0246 219 0,0024 7378 0,5106 4010 0,0726 
Ascomycota Dothideomycetes 11 1645 0,0074 29 0,0005 97 0,0011 408 0,0282 1111 0,0201 
Ascomycota Eurotiomycetes 3 202 0,0009 25 0,0004 84 0,0009 49 0,0034 44 0,0008 
Ascomycota Lecanoromycetes 1 6 0,0000 0 0,0000 6 0,0001 0 0,0000 0 0,0000 
Ascomycota Leotiomycetes 4 1010 0,0045 529 0,0083 218 0,0024 103 0,0071 160 0,0029 
Ascomycota Orbiliomycetes 1 2 0,0000 0 0,0000 0 0,0000 2 0,0001 0 0,0000 
Ascomycota Pezizomycetes 2 5 0,0000 2 0,0000 1 0,0000 2 0,0001 0 0,0000 
Ascomycota Saccharomycetes 4 429 0,0019 114 0,0018 82 0,0009 90 0,0062 143 0,0026 
Ascomycota Sordariomycetes 20 16050 0,0717 13505 0,2130 479 0,0053 337 0,0233 1729 0,0313 
Basidiomycota Agaricomycetes 18 68111 0,3044 2603 0,0410 45423 0,5010 2263 0,1566 17822 0,3228 
Basidiomycota Atractiellomycetes 1 113486 0,5072 44416 0,7004 40322 0,4447 996 0,0689 27752 0,5026 
Basidiomycota Basidiomycota 1 81 0,0004 2 0,0000 30 0,0003 0 0,0000 49 0,0009 
Basidiomycota Microbotryomycetes 1 16 0,0001 1 0,0000 8 0,0001 7 0,0005 0 0,0000 
Basidiomycota Pucciniomycetes 1 8 0,0000 8 0,0001 0 0,0000 0 0,0000 0 0,0000 
Basidiomycota Tremellomycetes 5 51 0,0002 4 0,0001 15 0,0002 5 0,0003 27 0,0005 
Chytridiomycota Chytridiomycota 1 3 0,0000 0 0,0000 1 0,0000 0 0,0000 2 0,0000 
No identificado unidentified 1 9459 0,0423 612 0,0097 3681 0,0406 2804 0,1940 2362 0,0428 
Zygomycota Incertae_sedis 1 14 0,0001 1 0,0000 2 0,0000 7 0,0005 4 0,0001 
 
a b 
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La identificación a nivel de género permitió definir al orden Atractiellales como el grupo más 
abundante (50%), seguido por Sebacinales (15%), Sebacina (11%), Monographella (6%), 
Cantharellales (4%) y el resto tuvo una abundancia menor al 1% en toda la comunidad. 
Atractiellales fue el orden más abundante para las orquídeas presentes en todos los sustratos, 
aunque fue más frecuente en individuos colectados en los forófitos Sarar y Arrayán; este orden 
estuvo seguido por los órdenes Sebacinales y Cantharellales. El orden Monographella, ausente 
en orquídeas que crecen en Sarar, se presenta para Arrayán como muy abundante. Un 
Ascomycota no identificado fue el taxón más frecuente en plantas asociadas a Ocotea y Roca 
(Anexo 2 A2.1). 
 
Las comunidades de hongos presentes en orquídeas colectadas en distintos sustratos no 
mostraron diferencias significativas en cuanto a composición (riqueza y abundancia) (p 
=0,5535), y aunque los índices de diversidad beta analizados mostraron variabilidad entre los 
sustratos, no se encontraron diferencias significativas entre los distintos grupos , como tampoco 
analizando todos los forófitos vs rocas (p = 0.7696) (Figura 23). 
 
Figura 23.  Comparación de índices de diversidad beta de las comunidades de hongos analizadas con la prueba posterior 
de Tukey para a) los distintos su tratos de colección de P. coriacardia y b) comparación entre todos los sustratos 
arbóreos y rocas 
 
El test de MonteCarlo corroboró esta observación: no se encontró una diferencia significativa 
para los UTOs identificados por sustrato de colección, ni entre ellos, con valores de p superiores 
al 0,05 (Tabla 3). 
 
Tabla 3. Resultados de valor de p (0.05) sobre preferencia de micobiontes a sustratos específicos de colonización de P. 
coriacardia por simulación de MonteCarlo. 
Variables Arrayan Forófitos Ocotea Roca Sarar 
Arrayan 0 0,5617 0,6907 0,3159 0,2197 
Forófitos 0,5617 0 0,9381 0,5153 0,9856 
Ocotea 0,6907 0,9381 0 0,4183 0,4701 
Roca 0,3159 0,5153 0,4183 0 0,7869 
Sarar 0,2197 0,9856 0,4701 0,7869 0 
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La comunidad de bacterias presentes en orquídeas colectadas en distintos sustratos, estuvo 
representada por 227755 secuencias, distribuidas en ocho Phyla: Acidobateria, Actinobacteria, 
Bacteroidetes, Firmicutes, Planctomycetes, Verrucomicobria, Cianobacterias y Proteobacteria, 
siendo estas dos últimas las más abundantes. Alphaproteobacteria, Actinobacteria y 
Gammaproteobacteria fueron las Clases con mayor número de UTOs asignados, de un total de 
66 (Tabla 4). 
 
Tabla 4.  Descripción de la comunidad de bacterias endófitas de P. coriacardia 
Phyla Clase 
# 
UTO 
A
b
u
n
d
a
n
c
ia
  
A
. 
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Ocotea  Sarar Arrayán Roca  
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Actinobacteria Acidimicrobiia 2 10 4,4E-05 0 0,0E+00 8 1,5E-04 2 6,1E-05 0 0,0E+00 
Acidobacteria Acidobacteriia 2 23 1,0E-04 5 9,0E-05 15 2,7E-04 2 6,1E-05 1 1,2E-05 
Actinobacteria Actinobacteria 10 824 3,6E-03 4 7,2E-05 173 3,2E-03 644 2,0E-02 3 3,6E-05 
Proteobacteria Alphaproteobacteria 17 38117 1,7E-01 8980 1,6E-01 7958 1,5E-01 8026 2,4E-01 13153 1,6E-01 
Firmicutes Bacilli 5 67 2,9E-04 5 9,0E-05 13 2,4E-04 29 8,8E-04 20 2,4E-04 
Proteobacteria Betaproteobacteria 6 513 2,3E-03 8 1,4E-04 67 1,2E-03 353 1,1E-02 85 1,0E-03 
Acidobacteria Chloracidobacteria 1 4 1,8E-05 0 0,0E+00 0 0,0E+00 4 1,2E-04 0 0,0E+00 
Cyanobacteria Cyanobacteria 2 184447 8,1E-01 46685 8,4E-01 46164 8,4E-01 20681 6,3E-01 70917 8,4E-01 
Bacteroidetes Cytophagia 1 8 3,5E-05 0 0,0E+00 6 1,1E-04 1 3,0E-05 1 1,2E-05 
Proteobacteria Deltaproteobacteria 1 13 5,7E-05 0 0,0E+00 0 0,0E+00 13 4,0E-04 0 0,0E+00 
Bacteroidetes Flavobacteriia 2 20 8,8E-05 5 9,0E-05 1 1,8E-05 4 1,2E-04 10 1,2E-04 
Proteobacteria Gammaproteobacteria 7 3047 1,3E-02 77 1,4E-03 340 6,2E-03 2488 7,6E-02 142 1,7E-03 
No definido No definido 2 5 2,2E-05 0 0,0E+00 0 0,0E+00 5 1,5E-04 0 0,0E+00 
Verrucomicrobia Pedosphaerae 1 3 1,3E-05 0 0,0E+00 1 1,8E-05 2 6,1E-05 0 0,0E+00 
Planctomycetes Planctomycetia 4 621 2,7E-03 1 1,8E-05 27 4,9E-04 590 1,8E-02 3 3,6E-05 
Bacteroidetes Saprospirae 1 10 4,4E-05 0 0,0E+00 6 1,1E-04 4 1,2E-04 0 0,0E+00 
Bacteroidetes Sphingobacteriia 1 6 2,6E-05 0 0,0E+00 1 1,8E-05 5 1,5E-04 0 0,0E+00 
Actinobacteria Thermoleophilia 1 17 7,5E-05 2 3,6E-05 1 1,8E-05 14 4,3E-04 0 0,0E+00 
 
Se identificaron un 81% de secuencias como pertenecientes a la división Streptophyta (Phyla 
Cianobacterias), seguida por los géneros Nelumbo, Spidolera, Rickettsiales y Pseudomonas, 
con abundancia menor al 10%. Todos estos géneros se identificaron en plantas colectadas en 
todos los sustratos. En general, se observa una cierta similitud en la comunidad de bacterias que 
colonizan P. coriacardia asociadas a los distintos sustratos analizados (Anexo 2 A2.2).  
 
De hecho, no se encontraron diferencias en relación a composición (riqueza y abundancia) (p 
=0,9976) de las comunidades por si solas. Sin embargo, al comparar los distintos índices de 
diversidad beta, por cada sustrato y entre sustratos, se encontró una diferencia significativa para 
el forófito Sarar con los otros tres sustratos (p = < 0,0001) para todos los casos. En su 
composición, las comunidades asociadas a este forófito presentan una correlación negativa con 
todos los índices analizados. Al comparar todos los forófitos frente al sustrato roca, se encontró 
también una diferencia significativa en los índices de diversidad beta (p = < 0,0001) (Figura 
24.). 
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Figura 24.  Comparación de índices de diversidad beta de las comunidades de bacterias analizadas con la prueba 
posterior de Tukey para a) los distintos sustratos de colección de P. coriacardia y b) comparación entre todos los 
sustratos arbóreos y rocas 
Al simular el comportamiento de la comunidad por sustratos mediante el test de MonteCarlo y 
analizando únicamente grupos de bacterias representativos, observamos una diferencia 
significativa para Roca vs Arrayán (Tabla 5). De hecho, este forófito muestra el mayor número 
de géneros bacterianos únicos, por lo tanto se muestra como más diverso en contraste con el 
sustrato roca. En la composición reportada en la Tabla 4 se observa claramente un mayor 
porcentaje de Cianobacterias y Alfaproteobacterias para las plantas que crecen sobre el sustrato 
Roca en comparación a los demás sustratos y Arrayán con menor porcentaje.  
 
Tabla 5.  Resultados de valor de p (0.05) sobre preferencia de bacterias endófitas a sustratos específicos de colonización 
de P. coriacardia por simulación de MonteCarlo. 
Variables Arrayan Ocotea Roca Sarar 
Arrayan 0 0,8116 0,0291 0,4217 
Ocotea 0,8116 0 0,6960 0,5866 
Roca 0,0291 0,6960 0 0,4703 
Sarar 0,4217 0,5866 0,4703 0 
 
 
4. Discusión 
 
Las orquídeas son conocidas por establecer una relación simbiótica, hasta ahora bipartita, con 
hongos formadores de micorrizas. Este trabajo representa el primer acercamiento al estudio de 
las comunidades de microorganismos endófitos que colonizan las raíces de Pleurothallis 
coriacardia, confirmando una gran diversidad para especies epífitas/litófitas en los trópicos. 
Reportamos el aislamiento de hongos endófitos cultivables, relacionados a Psathryrellaceae, 
clado poco estudiado como micorrízico, con una actividad promotora evidente en el desarrollo 
embrionario de las semillas de P. coriacardia hasta un estado de ruptura de testa. La diversa 
comunidad de hongos reportada confirma además postulados de asociación de orquídeas 
epífitas tropicales hacia una amplia gama de taxones reconocidos como hongos micorrízicos y 
endófitos (Jacquemyn et al 2010; Otero et al 2007; Gowland et al 2011; Phillips et al 2011). 
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Además abre la posibilidad hacia el esclarecimiento de diversidad de roles ecológicos que 
pueden estar cumpliendo estos organismos en la planta. 
4.1 Hongos endófitos cultivables de P. coriacardia 
 
Todos los aislados cultivables evaluados en el presente estudio pertenecen a géneros 
reportados como hongos endófitos de plantas (Bayman y Otero 2006; Teixeira da Silva et al 
2015; Rungjindamai et al 2008, Hynson et al 2013; Jin et al 2013; Glynou et al 2015; Manici 
et al 2013; Ma et al 2015; Keim et al 2014; Evans et al 2003; Stone et al 2004; Jankowiak et 
al 2016; Gamboa-Gaitán 2006; Argüelles-Moyao et al 2016). Sin embargo, en muchos casos 
no se ha profundizado la naturaleza de sus relaciones ecológicas.  
 
Se reporta dentro de los hongos endófitos registrados variedad de géneros con una dualidad 
en su relación con su hospedero, con rangos ecológicos descritos desde endófitos no 
destructivos a patógenos muy agresivos (Stone et al 2011). Tal es el caso de Ilyonectria, 
causante de la enfermedad de pie negro en especies forestales y viñas (Cabral et al 2011; 
Jankowiak et al 2016). Este género y teleomorfos similares, han sido descritos en estudios de 
comunidades rizosféricas de plantas como Pyrola sp., Populus sp., Enkianthus sp., y como 
endófito de Alnus sp., Abies religiosa, Orthilia secunda entre otras (Unterseher et al 2013; 
Obase y Marsuda 2014; Keim et al 2014; Geml et al 2014; Argüelles-Moyao et al 2016; 
Hynson et al 2013), sin embargo, no se ha profundizado en el conocimiento de roles que estos 
organismos pueden estar cumpliendo en estas especies vegetalesBonito et al (2014), sin 
embargo, reporta que existen indicios de efectos positivos de algunas cepas del género 
Ilyonectria en relación con la promoción de la germinación de especies vegetales leñosas, y 
los resultados presentados en esta investigación, en relación al aislamiento de Ilyonectria spp. 
de raíces de P. coriacardia estarían en la misma línea que esta propuesta.    
 
Las cepas pertenecientes al género Fusarium, asociado frecuentemente a enfermedades de las 
raíces de ciertas plantas, han sido reportadas como endófitos de las orquídeas Eulophia alta y 
Pecteilis susannae. Estas cepas mostraron un efecto positivo en la germinación simbiótica de 
estas especies y se confirmó la formación de ectomicorrizas en especímenes adultos (Johnson 
et al 2007; Ovando et al 2005; Kristiansen et al 2004). En esta investigación, cepas 
identificadas como Fusarium además de mostrar características morfológicas similares a las 
descritas en estas investigaciones, permitieron observar un significativo desarrollo de las 
semillas de P. coriacardia hasta estadío de ruptura de testa.  
 
Otros endófitos como Nigrospora y Pestalotiopsis, han sido relacionados con funciones 
beneficas a su planta hospedera por la producción de metabolitos secundarios y compuestos 
antifúngicos y antivirales, con una función de protección frente a patógenos y depredadores 
de plantas (Zhang, et al 2016; Pawle y Singh 2014; Deshmukh et al 2017). No obstante, se ha 
propuesto la hipótesis de un comportamiento menos altruista de parte de los hongos, ya que 
al alejar a estos patógenos estos endófitos podrían estar compitiendo con otros 
microorganismos por nichos potenciales (Stone et al 2011). De forma tal que los hongos 
actuarían como saprófitos o patógenos oportunistas, esperando la muerte de la planta -en el 
caso de epífitas, del forófito-, para aprovechar entonces los recursos disponibles. En esta 
investigación la mayor parte de géneros reportados como organismos saprófitos (Coprinellus, 
Mycena, Xylaria, Psilocybe entre otros), fueron aislados principalmente de sustratos en 
descomposición.  
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En cuanto al género Coprinellus, éste es conocido como un hongo saprófito (Selosse et al 
2010; Hynson et al 2013; Texeira da Silva et al 2015); sin embargo, también ha sido reportado 
como micorrízico de la orquídea Epipogeium roseum, sugiriéndose una alta especificidad de 
la orquídea con la familia de hongos Psathryrellaceae por la abundancia de pelotones presentes 
en sus raíces (Yamato et al 2005). Este género fue detectado de manera muy frecuente en 
nuestro estudio, resultado que concuerda con lo reportado por Salazar (2017). En dicho 
trabajo, realizado en la misma localidad, se aislaron hongos del género Coprinellus en todas 
las especies de orquídeas estudiadas, incluyendo P. coriacardia. Por otra parte, Guzmán y 
Moreno (2014) reportan para especies de Epidendrum y Odontoglossum colectadas en el 
mismo bosque, UTOs relacionados con las familias Tulasnellaceae, Ceratobasidiaceae, 
Sebacinaceae y Ascomycota. Lamentablemente no se mencionan géneros específicos en dicho 
trabajo.  
4.2 Promoción del desarrollo embrionario de semillas de P. coriacardia  
 
Germinación simbiótica in vitro de semillas se ha convertido en una metodología idónea para 
propagación y reintroducción de especies de orquídeas. Sin embargo, no existen reportes 
previos de ensayos de germinación, simbiótica o asimbiótica para la especie P. coriacardia. La 
única publicación sobre el género es la de León y Molina (2015) quienes reportan para 
Pleurothallis truncata un desarrollo de semillas en 10 semanas hasta aparición de la primera 
hoja verdadera (estado 4), en medio Murashige & Skoog modificado con agua de coco. En este 
mismo estudio se señala que el intento de germinación simbiótica con cepas tipo Rhizoctonia, 
no tuvo efecto alguno.  
 
En el presente estudio muchos de los morfotipos evaluados presentaron características 
similares a las descritas en la literatura especializada para hongos micorrízicos; sin embargo, 
al evaluar el potencial de los hongos aislados como promotores del desarrollo embrionario de 
P. coriacardia, no excluimos a otras cepas en función de este criterio. Por el contrario, con el 
fin de evitar sesgos inconvenientes, evaluamos todos los morfotipos en el ensayo preliminar. 
De hecho, Coprinellus y Fusarium, géneros que no cumplen estrictamente con la condición 
antes mencionada, han sido descritos como hongos capaces de formar micorrizas 
(ectomicorrizas) en raíces de orquídeas (Chutima et al 2011; Yamato et al 2013). Los 
resultados obtenidos en el presente estudio confirman esta observación en los ensayos de 
promoción de desarrollo embrionario.  
 
En esta investigación, demostramos que algunas de las cepas evaluadas promovieron el 
desarrollo embrionario de las semillas hasta estado 3 (ruptura de testa). No obstante, cabe 
destacar que los distintos porcentajes observados por estados de desarrollo de las semillas de P. 
coriacardia, fue muy variable al considerar el ensayo realizado (preliminar o definitivo) y a la 
cepa de hongo inoculada. Sin embargo, en el caso de la cepa 6M3 – Ilyonectria, se pudo 
observar un claro efecto en el desarrollo de las semillas en ambos ensayos de germinación. Para 
las cepas 18.2M2- Nigrospora y 12.1M3 aff Rhizoctonia, que en el ensayo preliminar 
promovieron el desarrollo hasta ruptura de la testa, observamos que, al modificar el pH del 
medio, su micelio presentó abundante crecimiento, pero no mostraron una influencia positiva 
sobre el desarrollo de las semillas después de 60 días de incubación. De hecho los embriones 
se hincharon hasta estado de desarrollo 2, pero a partir de allí no se observó ningún progreso.  
 
En el caso de las cepas, 22M2.1-Coprinellus sp., 19M1.4.1-Coprinellus, 20M3-Coprinellus, 
29M2.8-Fusarium y 26M1.4.1 Nigrospora, observamos un efecto mayor de estimulación del 
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desarrollo embrionario en las semillas de P. coriacardia en comparación con las cepas 
anteriormente mencionadas y también con los resultados registrados en el ensayo preliminar. 
Muy probablemente el cambio de pH determinó un mayor crecimiento de estas cepas, 
observándose que en todos los casos las hifas cubrieron la totalidad de la superficie del medio 
de cultivo. En todos los casos se observó hinchamiento considerable del embrión y ruptura de 
la testa hasta el término del experimento (120 días).  
 
Se conoce muy poco sobre los factores bióticos y abióticos que podrían influenciar la 
colonización de ciertas especies de orquídeas por parte de ciertos hongos, y menos aún sobre 
cómo podrían condicionar su acción como promotores de la germinación. Se reporta sobre 
este tema, que el género Epulorhiza, reconocido hongo micorrízico de especies de orquídeas 
terrestres, se encuentra con mayor frecuencia en suelos con pH bajos (4,2-4,3),  mientras que 
Ceratorhiza es  más frecuente en raíces de orquídeas asociadas a suelos con pH más básicos 
(6,0–7,3) (Keel, et al 2011). Bonnardeaux et al (2007) reporta para hongos micorrízicos 
específicos de orquídeas que en condiciones sub-optimas de cultivo, estas cepas se volvieron 
incompatibles y ocasionaron una necrosis de los protocormos. Este postulado podría explicar 
comportamientos distintos observados para las cepas de Ilyonectria y Nigrospora, que con 
condiciones de pH más bajas no permitieron un desarrollo adecuado de las semillas, por el 
contrario, causaron en las semillas un cambio de coloración evidente, muy posiblemente 
debida a la muerte de las semillas.  
 
La diversidad de respuestas observadas en esta investigación por parte de las semillas frente 
a los distintos tratamientos, así como las diferencias en el comportamiento de las cepas de 
hongos utilizadas, permiten sugerir una alta complejidad entre sus interacciones. La 
sorprendente ausencia de porcentajes significativos de germinación de las semillas en medios 
suplementados con azúcares simples (Phytamax), ampliamente utilizados en germinación 
asimbiótica de orquídeas, que empleamos como “controles positivos” de germinación, sugiere 
que los períodos de germinación para la especie son largos. En tal sentido, la información 
disponible en distintos sitios web de cultivos de orquídeas y la experiencia obtenida en 
empresas locales de producción y venta de orquídeas (Villena P., com. pers.) reportan para el 
género Pleurothallis un período de germinación de oscila entre los 90 y 365 días en medios 
de cultivo ricos en nutrientes (B & T World Seeds. s/f), aunque no se describe la dinámica de 
desarrollo de las semillas hasta la formación del protocormo. Estudios similares atribuyen 
estos bajos porcentajes de germinación en medios nutritivos, a la necesidad que tienen ciertas 
especies de orquídeas por hongos que metabolicen los nutrientes disponibles y faciliten de 
esta forma la absorción de los mismos por parte de la planta para lograr su establecimiento 
(Zettler et al 1999).  
 
Con respecto a la formación de estructuras más desarrolladas luego de los 150 días de siembra, 
similares a rizomas coraloides (Shefferson et al 2011), estas podrían ser consideradas como un 
estado de desarrollo más avanzado. Sin embargo no se puede confirmar esta observación al no 
haber observado el desarrollo de verdaderos rizomas. Será necesario evaluar estas semillas 
hasta la formación de hojas verdaderas para confirmar una germinación adecuada; además, en 
campo estas estructuras no fueron evidentes en especímenes adultos. Al no existir estudios 
previos con respecto al ciclo de desarrollo de las semillas de P. coriacardia, no se conoce con 
certeza su comportamiento. Zettler et al (1995), describen el desarrollo de Spiranthes odorata 
(Orchidaceae) con la ayuda de una ilustración, hasta el  estado de germinación 3, donde se 
observa claramente un alargamiento del embrión con formaciones de tejido vegetal 
diferenciado, pero con rizoides, aunque en números reducidos. Este alargamiento, a manera de 
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cono, da lugar posteriormente a la producción de una zona para el desarrollo de las hojas 
verdaderas. En base a nuestras observaciones sugerimos que este tipo de desarrollo podría ser 
similar al de P. coriacardia.  
 
En relación con las limitaciones del presente trabajo, podríamos destacar el sesgo que representa 
la etapa de desarrollo de los especímenes colectados para la caracterización de las comunidades 
de microorganismos endófitos que las colonizan. En efecto, solo trabajamos con plantas adultas, 
cuya edad es difícil de determinar. Sin embargo, distintos reportes mencionan la presencia de 
un mismo micobionte en especímenes de orquídeas colectadas en distintos estadíos de 
desarrollo, desde protocormos hasta adultos (Hoang et al 2016). Jacquemyn et al (2007) 
reportan, además, que el éxito en el establecimiento de semillas de orquídea depende en mayor 
medida de la presencia de plantas adultas en las cercanías, que de la distancia de transporte de 
las semillas por el viento. Es lógico por lo tanto suponer que el mantenimiento de los 
micobiontes, a lo largo de todo su ciclo de vida, es crucial para la reproducción de la planta, 
aunque no se tiene claro cuál puede ser el beneficio percibido por el hongo. En el campo, fue 
posible observar protocormos de orquídeas tanto en sustratos arbóreos como en rocas, siempre 
rodeados por especímenes adultos. Sin embargo, no fue posible identificar correctamente 
protocormos de la especie P. coriacardia, pues la misma comparte sustrato con otras especies 
de orquídeas. Esa fue la razón que nos motivó a realizar la colección de raíces solamente a partir 
de especímenes adultos, bien identificados.  
 
Por otro lado, en base a los resultados de esta investigación, no es posible confirmar de manera 
concluyente una relación micorrízica con los hongos evaluados en el ensayo definitivo. De 
hecho, estos no fueron aislados directamente a partir de pelotones en las raíces y su 
comportamiento como promotores del desarrollo embrionario podría deberse a una 
“especificidad funcional”, más que a una “especificidad ecológica” (Bayman y Otero 2006; 
Masuhara y Katsuya, K. 1994). Esto significaría que una misma cepa de hongo podría tener 
efectos positivos en la germinación de las semillas de varias especies de orquídeas.  
 
En tal sentido, hongos endófitos aislados de distintas especies de orquídeas han sido reportados 
como productores de sustancias reguladores de crecimiento vegetal. Por ejemplo, Fusarium ha 
sido reportado como productor de auxinas y ácido giberilico en especies de orquídeas del género 
Dendrobium, Sterostylis y Cymbidium, promoviendo altos porcentajes de germinación y 
cumpliendo un rol importante en el desarrollo posterior de sus protocormos. Otro ejemplo son 
ciertas especies del género Trichoderma, conocido agente de biocontrol, reportado 
frecuentemente como endófito de orquídeas. Cepas pertenecientes a este género han promovido 
altos porcentajes de germinación de semillas de la orquídea Pleione, debido a la producción de 
las mencionadas sustancias reguladoras de crecimiento (Teixeira da Silva, et al 2015).  
 
4.3 Comunidad de microorganismos endófitos  
 
Este trabajo representa el primer acercamiento al estudio de las comunidades de 
microorganismos endófitos que colonizan las raíces de Pleurothallis coriacardia, incluyendo 
la descripción de una gran diversidad de microorganismos endófitos tanto hongos como 
bacterias. En el grupo de hongos, se encontró predominancia de los órdenes Atractiellales y 
Sebacinales, en plantas colectadas en todos los sustratos de colonización de la especie. Ambos 
grupos han sido reportados previamente como micorrízicos de orquídeas de bosques 
neotropicales del Ecuador (Suárez et al 2016; Kottke et al 2010). Además, aunque en menor 
 Universidad de Cuenca  
36 
Gabriela Patricia Maldonado Cedeño 
frecuencia, reportamos la presencia de otros grupos micorrízicos como Tulasnellaceae, 
confirmando la gran diversidad de hongos micorrízicos en orquídeas de bosques montanos de 
los Andes (Kottke et al 2013; Cevallos et al 2016; Suárez et al 2008, Suárez et al 2006; Cruz 
et al 2011; Guzmán y Moreno 2014; Kennedy et al 2011). 
 
La tendencia actual en relación con los estudios de micobiontes de orquídeas en el Ecuador 
está enfocada hacia la caracterización de cepas netamente micorrizícas, por lo que la 
metodología utilizada sesga, de cierta forma, los resultados obtenidos (Huang et al 2014). Este 
sesgo dificulta, además, la posibilidad de contrastar los resultados de diferentes estudios 
(Cevallos et al 2016). En el caso de Pleurothallis lilijae, por ejemplo, el único trabajo previo 
de micobiontes reporta asociaciones con cepas pertenecientes a clados cercanos a Sebacinales 
y Tulasnella (Suárez et al 2006; Cruz et al 2011). En dicho trabajo se pudo confirmar la 
interacción mutualistica entre hongo y orquídea por observación de tejido cortical de las raíces 
analizadas; sin embargo, no se reportó la presencia de cepas pertenecientes a grupos asociados 
a Ascomycota, probablemente debido al uso de cebadores específicos para la amplificación 
por PCR de los marcadores moleculares. Algo similar  sucede para géneros de orquídeas 
simpátricas como Stelis, Cryptothallis y Dactylorhiza, en las cuales predomina la familia 
Tulasnellace como principal grupo fúngico asociado a sus raíces (Suárez et al 2008; Suárez et 
al 2006; Cruz et al 2011). Estos estudios sugieren, por tanto, una asociación entre orquídeas 
epifitas andinas con hongos ubicados en clados definidos. Sin embargo, no se exploraron otros 
grupos reportados como micorrízicos o de significancia simbiótica en experimentos de 
germinación como Psathryrellaceae y Nectriaceae.  
 
Es importante considerar, que si bien investigaciones con fines de generación de conocimiento 
sobre comunidades de hongos micorrízicos asociados a orquídeas son importantes en términos 
de comprender dinámicas ecológicas; la preservación de cepas de hongos en bancos de 
germoplasma y en condiciones adecuadas a futuro permitirán el aprovechamiento de 
micobiontes, en procesos de reproducción de orquídeas con fines de conservación o de venta, 
además los organismos endófitos se proyectan con otras aplicaciones biotecnológicas 
interesantes (Gamboa-Gaitán 2006). 
 
Para la caracterización de microorganismos endófitos en esta investigación, se utilizaron 
cebadores universales para hongos (Taylor y McCormick 2007), lo que permitió un tamizaje 
más completo de la comunidad. En contraste con lo reportado en relación con la 
predominancia de Tulasnellacea en distintas especies de orquídeas (Suárez et al 2008; 
Preußing et al 2010) e incluso entre localidades (Cevallos et al 2016), los resultados obtenidos 
en la presente investigación muestran una baja frecuencia de Tullasnelaceae; incluso especies 
de esta familia no fueron detectadas en las muestras colectadas en rocas, sustrato que para 
especies de orquídeas presenta mayores dificultades para su establecimiento (Xing et al 2015; 
Bayman y Otero 2006). Por el contrario, géneros como Coprinellus, comprobado hongo 
micorrízico y de gran importancia para el desarrollo de las semillas en este estudio sí fue 
reportado para los cuatro sustratos, y con el reporte de Salazar (2017), con el registro del 
género en varias especies de orquídeas en el mismo sitio de estudio, se sugiere una estrecha 
relación entre este grupo de hongos y las orquídeas del bosque de Mazán, relación aún no 
definida. 
 
Reportamos también una comunidad de hongos endófitos, muy diversa en términos de los 
posibles roles que puedan estar cumpliendo en su hospedero como en el ecosistema (Kottke 
et al 2008). Evidenciamos una clara predominancia de grupos saprófitos como: Xylariales, 
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Mycenaceae entre otros (Texeira da Silva et al 2015; Selosse et al 2010), además de clados de 
relevancia en estudios agronómicos como Fusarium, Aspergillus, Trichoderma, Rhizopus y 
otros (Stone et al 2011).  
 
En cuanto a la comunidad de bacterias que colonizan las raíces de distintas especies vegetales, 
este grupo ha sido poco estudiado como endófitos de orquídeas (Bayman y Otero 2006); sin 
embargo, reportes recientes consideran una relación de ciertos grupos de bacteria como 
simbiontes de hongos micorrízicos (Bonfante y Anca 2009). Es decir, se hipotetiza que la 
interacción orquídea – microorganismos es mucho más compleja de lo que se pensaba, 
asignándole además a las bacterias un rol importante en el desarrollo de especies vegetales en 
la naturaleza. Hasta la fecha, no se han reportado asociaciones entre bacterias endófitas y 
orquídeas en los Andes del Ecuador. La mayor parte de reportes de bacterias endófitas de 
orquídeas viene de estudios en Australia donde se mencionan una alta predominancia de 
Cianobacterias y Proteobacterias, principalmente Pseudomonas (Bayman y Otero, 2006). 
 
En nuestro estudio encontramos una elevada frecuencia de Cianobacterias asociadas a las 
raíces de P. coriacardia. Esto coincide con reportes previos que indican una interrelación muy 
fuerte entre epífitas y este grupo de bacterias, las cuales cumplirían una función de protección 
y de intercambio de nutrientes. Las cianobacterias parecen formar una capa gruesa que cubre 
las raíces aéreas de especies epífitas, facilitando un intercambio de nutrientes (fijación de N y 
CO2) no solo con la especie vegetal si no también con hongos que habitan en ella (Texeira da 
Silva et al 2015). El grupo más representativo, después de las cianobacterias, es Rickettsiales 
para todos los sustratos analizados. Rickettsiales es conocido por su capacidad de crear 
endosimbiosis con especies vegetales, aunque también es reportado como patógeno de 
animales y plantas. Pseudomonas, Burkholderia, Enterobacter, Xanthomonas, Bacillus, 
Rhizobium y Mycobacterium también fueron identificados aunque en menor abundancia. 
Todos estos géneros han sido reconocidos por tener un impacto positivo en el crecimiento de 
plantas por la producción de fitohormonas y otros metabolitos secundarios con función de 
protección, además de intervenir en procesos de asimilación y solubilización de fosfato, 
nitrógeno y otros minerales (Yu et al 2013). Estos géneros han sido comúnmente reportados 
como endófitos de orquídeas (Bonfante y Anca 2009; Tsavkelova et al 2001; Philippot et al 
2013). En el grupo de las bacterias endófitas existió una clara diferencia en la composición de 
la comunidad en función al sustrato de colección, siendo muy diversa la comunidad colectada 
en Arrayán, con patrones comunitarios similares entre roca y Ocotea sp. 
 
En relación con las diferencias entre las comunidades de microorganismos detectados en 
orquídeas que colonizan sustratos arbóreos y rocas, fue posible registrar ligeras diferencias en 
composición, únicamente significativas para bacterias. Podemos sugerir en base a los 
resultados obtenidos que las comunidades de microorganismos asociados a raíces de P. 
coriacardia que crecen en sustratos arbóreos fueron más diversas que en sustratos rocosos. 
Este resultado coincide con lo encontrado por Xing et al (2015) para la comunidad de hongos 
micorrízicos. Según estos autores, especies litófitas están expuestas a condiciones extremas 
comparado con epífitas, lo que podría plantear una dependencia mayor hacia cierto tipo de 
hongos micorrízicos específicos para su germinación, limitando así la diversidad de 
micobiontes que colonizan sus raíces (Otero et al 2005; Rasmussen y Rasmussen 2009). 
Además contrastando la información obtenida de la comunidad de hongos cultivables, el 
forófito Arrayán en todos los casos, mostró mayor riqueza de taxones exclusivos. Este árbol 
además resultó ser el que mostró mayor frecuencia y riqueza de orquídeas epífitas entre 
adultos y principalmente protocormos, mientras que sustratos rocosos mostraron una mayor 
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frecuencia de individuos de P. coriacardia en proceso de propagación clonal. Estudios 
posteriores en este forófito y en el bosque de Mazán podrían resultar interesantes para 
contribuir a resolver interrogantes sobre especificidad de micorrizas hacia una o varias 
especies de orquídeas, así como tendencias sobre la influencia de estas comunidades de 
microorganismos en la selección de sustratos por parte de la orquídea.  
 
Este trabajo contribuye al entendeminento de interacciones complejas de orquídeas de los 
Andes y sus huéspedes endófitos. La presencia de especies de la familia Psathyrellaces sugiere 
una estrecha relación entre este grupo de hongos y las orquídeas del bosque de Mazán, relación 
aún no definida, pero si se confirma un rol importante como promotores de desarrollo 
embrionario, sin descartar interesantes funciones ecológicas de otros endófitos fúngicos 
cultivables como Ilyonectria, Fusarium, Trichoderma, entre otros. Desde una perspectiva de 
conservación de la biodiversidad, los resultados obtenidos en los ensayos de desarrollo de 
semillas, pueden contribuir a orientar el enfoque de nuevos estudios sobre las relaciones 
microrganismo-orquídea. Por ejemplo, planteamos la posibilidad de intentar la “captura” de 
hongos con “trampas” de semillas. También se vislumbra la posibilidad de generar nuevas 
líneas de investigación con fines de caracterizar los metabolitos producidos por los hongos 
identificados durante este trabajo, con aplicaciones potenciales en el campo biotecnológico. 
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Anexos 
 
Anexo1. Registro de cepas de hongos aisladas a partir de raíces de P. coriacardia 
 
Código 
Hongo 
Tipo Forófito Phylum Clase Orden Familia Género 
Asignación 
Taxonómica Final 
1MF6 Otro Forófito Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
1MF1 Otro Forófito Ascomycota Sordariomycetes Trichosphaeriales Incertae_sedis Nigrospora  Nigrospora 
1MF4 Otro Forófito Ascomycota Sordariomycetes Trichosphaeriales Incertae_sedis Nigrospora  Nigrospora 
1MF3 Otro Forófito         No Identificado M28 
1MF5 Otro Forófito Ascomycota Sordariomycetes Xylariales Amphisphaeriaceae Pestalotiopsis Pestalotiopsis  
1MF2 Otro Forófito Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Strophariaceae Psilocybe Psylocibe coprophila 
2MR2 Roca Ascomycota Sordariomycetes Incertae_sedis Apiosporaceae Arthrinium 
Arhrinium 
phaeospermum  
2MF4 Roca Zygomycota Incertae_sedis Mucorales Mucoraceae Helicostylum Helicostylum  
2MR1 Roca Basidiomycota Agaricomycetes Cantharellales Ceratobasidiaceae Rhizoctonia Aff Rhizoctonia 
2MR3 Roca Basidiomycota Agaricomycetes Cantharellales Ceratobasidiaceae Rhizoctonia Aff Rhizoctonia 
3MR3 Roca Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Hypocrea Hypocrea  
3MR2 Roca Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Protocrea Protocrea farinosa 
3MR1 Roca Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma Trichoderma  
3MR5 Roca Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma Trichoderma  
4MF3 Otro Forófito Ascomycota Sordariomycetes Incertae_sedis Apiosporaceae Arthrinium 
Arhrinium 
phaeospermum  
4MF2 Otro Forófito Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
4MF1 Otro Forófito Ascomycota Sordariomycetes Trichosphaeriales Incertae_sedis Nigrospora  Nigrospora 
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5MF4 En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Incertae_sedis Apiosporaceae Arthrinium 
Arhrinium 
phaeospermum  
5MF3 En descomposición Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
5.1MF3 En descomposición Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
5.1MF7 En descomposición Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
5.1MF1 En descomposición Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Mycenaceae Mycena Mycena 
5.1MF4 En descomposición         No Identificado M35 
5.1MF5 En descomposición         No Identificado M36 
5.1MF2 En descomposición Basidiomycota Agaricomycetes Cantharellales Ceratobasidiaceae Rhizoctonia Aff Rhizoctonia 
5.1MF6 En descomposición Basidiomycota Agaricomycetes Cantharellales Ceratobasidiaceae Rhizoctonia Aff Rhizoctonia 
5MF1 En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma Trichoderma  
5MF2 En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma Trichoderma  
6MF2 En descomposición Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
6MF3 En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Ilyonectria Ilyonectria 
6MF1 En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma Trichoderma  
7MR5 Roca Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Gibberella Gibberella  
7MR2 Roca         No Identificado M37 
7MR4 Roca Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae unidentified Psathryrellaceae 
8MF6 Otro Forófito Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Aspergillus Aspergillus sp.  
8MF2 Otro Forófito Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Aspergillus Aspergillus sp.  
8MF1 Otro Forófito Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
8MF3 Otro Forófito Ascomycota Sordariomycetes Trichosphaeriales Incertae_sedis Nigrospora  Nigrospora 
8MF4 Otro Forófito Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma Trichoderma  
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8MF5 Otro Forófito Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae unidentified Nectriaceae  
9.3MF4 En descomposición Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Aspergillus Aspergillus sp.  
9.1MF2 En descomposición Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
9.3MF5 En descomposición Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
9.1MF1 En descomposición Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
9.3MF6 En descomposición Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
9.3MF2 En descomposición Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
9.2MF3 En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fungal/Fusarium G1 
9.1MF3 En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium  
9.2MF1 En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Trichosphaeriales Incertae_sedis Nigrospora  Nigrospora 
9.1MF7 En descomposición         No Identificado M43 
9.2MF2 En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma Trichoderma  
9.1MF4 En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma Trichoderma  
9.3MF1 En descomposición Zygomycota Incertae_sedis Mucorales Umbelopsidaceae Umbelopsis Umbelopsis 
10MF2 Otro Forófito Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Bionectriaceae Bionectria Bionectria ochroeuca 
9.3MF7 En descomposición         No Identificado M45 
10MF1 Otro Forófito Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae unidentified Nectriaceae  
10MF4 Otro Forófito Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae unidentified Nectriaceae  
11.1MF1 Otro Forófito Zygomycota Incertae_sedis Mucorales Mucoraceae Absidia Absidia psychrophilia 
11.1MF2 Otro Forófito Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Aspergillus Aspergillus sp.  
11.1MF3 Otro Forófito Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
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10MF3 Otro Forófito Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae unidentified Nectriaceae  
11.2MF2 Otro Forófito Zygomycota Incertae_sedis Mucorales Mucoraceae Absidia Absidia psychrophilia 
12MF1 Ocotea sp. Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Epicoccum Epicoccum 
12MF2 Ocotea sp. Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Epicoccum Epicoccum 
12MF5 Ocotea sp. Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Epicoccum Epicoccum 
12MF6 Ocotea sp. Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Epicoccum Epicoccum 
12.1MF2 En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Trichosphaeriales Incertae_sedis Nigrospora  Nigrospora 
12.1MF4 En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma Trichoderma  
12MF3 Ocotea sp. Ascomycota Sordariomycetes Xylariales Xylariaceae Xylaria Xylaria 
14MF2 Weinmannia fagaroides Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fungal/Fusarium G1 
12.1MF3 En descomposición Basidiomycota Agaricomycetes Cantharellales Ceratobasidiaceae Rhizoctonia Aff Rhizoctonia 
14MF3 Weinmannia fagaroides Ascomycota Sordariomycetes Xylariales Xylariaceae Xylaria Xylaria 
15MF1 Otro Forófito Ascomycota Sordariomycetes Trichosphaeriales Incertae_sedis Nigrospora  Nigrospora 
14MF6 Weinmannia fagaroides         No Identificado M49 
15MF2 Otro Forófito Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma Trichoderma  
15MF6 Otro Forófito         No Identificado M51 
17MF1 Roca Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Chaetomium Chaetomium 
17MF2 Roca Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Chaetomium Chaetomium 
17MF4 Roca Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Chaetomium Chaetomium 
17MF5 Roca Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Chaetomium Chaetomium 
17MF6 Roca Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Chaetomium Chaetomium 
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17MF7 Roca Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Chaetomium Chaetomium 
16MF3 Weinmannia fagaroides         No Identificado M52 
18.2MF4 Ocotea sp. Ascomycota Sordariomycetes Trichosphaeriales Incertae_sedis Nigrospora  Nigrospora 
18.2MF2 Ocotea sp. Ascomycota Sordariomycetes Trichosphaeriales Incertae_sedis Nigrospora  Nigrospora 
17MF3 Roca         No Identificado M53 
18MF2 Ocotea sp.         No Identificado M21 
18.2MF3 Ocotea sp.         No Identificado M56 
18.1MF3 Ocotea sp. Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
18MF4 Ocotea sp. Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Didymellaceae Phoma Phoma exigua 
19MF1.4.1 Weinmannia fagaroides Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
19MF2 Weinmannia fagaroides Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
18MF3 Ocotea sp.         No Identificado M57 
20M6 Ocotea sp. Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Chaetomium Chaetomium 
20MF3 Ocotea sp. Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
19MF3 Weinmannia fagaroides         No Identificado M61 
20MF4 Ocotea sp.         No Identificado M64 
21MF2 Ocotea sp. Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
21MF4 Ocotea sp. Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
21MF1 Ocotea sp. Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
20MF1 Ocotea sp.         No Identificado M-Pholiota  
22MF2.1 Otro Forófito Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
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22MF2.3 Otro Forófito Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
21MF3 Ocotea sp.         No Identificado M65 
22MF1 Otro Forófito         No Identificado M66 
22MF Otro Forófito Zygomycota Incertae_sedis Mucorales Umbelopsidaceae Umbelopsis Umbelopsis 
22MF3 Otro Forófito Zygomycota Incertae_sedis Mucorales Umbelopsidaceae Umbelopsis Umbelopsis ramanniana 
22MF4 Otro Forófito         No Identificado M70 
23MF Weinmannia fagaroides         No Identificado M117 
23MF2 Weinmannia fagaroides         No Identificado M72 
23MF4 Weinmannia fagaroides         No Identificado M74 
23MF5 Weinmannia fagaroides         No Identificado M75 
23MF3 Weinmannia fagaroides Zygomycota Incertae_sedis Mucorales Umbelopsidaceae Umbelopsis Umbelopsis isabellina 
24MF3 Ocotea sp. Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Acrenomium Aff. Acrenomium  
24MF2 Ocotea sp. Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fungal/Fusarium 4 
23MF6 Weinmannia fagaroides         No Identificado M76 
24MF1 Ocotea sp. Zygomycota Incertae_sedis Mucorales Mucoraceae Absidia Absidia psychrophilia 
25MF1 Weinmannia fagaroides Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
26MF1 En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Hypocrea Hypocrea  
26MF1.4.1 En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Trichosphaeriales Incertae_sedis Nigrospora  Nigrospora 
26MF1.4 En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Trichosphaeriales Incertae_sedis Nigrospora  Nigrospora 
26MF1.4.2 En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Trichosphaeriales Incertae_sedis Nigrospora  Nigrospora 
25MF3 Weinmannia fagaroides Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Strophariaceae Psilocybe Psylocibe coprophila 
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27MF En descomposición Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
27MFA En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fungal/Fusarium G2 
26MF1.4.4 En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Trichosphaeriales Incertae_sedis Nigrospora  Nigrospora 
27MF3 En descomposición unidentified unidentified unidentified unidentified unidentified Fungal endophtyte 
28MF En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Trichosphaeriales Incertae_sedis Nigrospora  Nigrospora 
28MFN2 En descomposición         No Identificado M21 
28MFN1 En descomposición Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma Trichoderma  
27MF2 En descomposición Zygomycota Incertae_sedis Mucorales Umbelopsidaceae Umbelopsis Umbelopsis 
29M3 Myrcianthesrhopaloides Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Acrenomium Aff. Acrenomium  
29M2.3.2 Myrcianthesrhopaloides Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Acrenomium Aff. Acrenomium  
29M2.3.1 Myrcianthesrhopaloides Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Incertae_sedis Cercosporidium Cercosporidium  
29M4 Myrcianthesrhopaloides Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Cylindrocladium Cylindrocladiella 
29M2.1 Myrcianthesrhopaloides Ascomycota Sordariomycetes Diaporthales Diaporthaceae Diaporthe Diaporthe phaseolorum 
29M2.5 Myrcianthesrhopaloides Ascomycota Sordariomycetes Diaporthales Diaporthaceae Diaporthe Diaporthe phaseolorum 
29M2.5.1 Myrcianthesrhopaloides Ascomycota Sordariomycetes Diaporthales Diaporthaceae Diaporthe Diaporthe phaseolorum 
29M9 Myrcianthesrhopaloides Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fungal/Fusarium 3 
29M2.8 Myrcianthesrhopaloides Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fungal/Fusarium G1 
28MF1 En descomposición         No Identificado M87 
29M6 Myrcianthesrhopaloides         No Identificado M101 
29M8 Myrcianthesrhopaloides         No Identificado M103 
29M1 Myrcianthesrhopaloides Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Strophariaceae Psilocybe Psilocybe coprophila  
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29M2 Myrcianthesrhopaloides Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Strophariaceae Psilocybe Psilocybe coprophila  
29M7 Myrcianthesrhopaloides Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Strophariaceae Psilocybe Psilocybe coprophila  
29M2.2 Myrcianthesrhopaloides Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Strophariaceae Psilocybe Psilocybe coprophila  
29M2.6 Myrcianthesrhopaloides Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Strophariaceae Psilocybe Psilocybe coprophila  
29M2.7 Myrcianthesrhopaloides Ascomycota Sordariomycetes Incertae_sedis unidentified unidentified Sordariomycetes 
30M6 Roca Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fungal/Fusarium 5 
29M2.4 Myrcianthesrhopaloides         No Identificado M23 
30M2.2 Roca Ascomycota Sordariomycetes Incertae_sedis unidentified unidentified Sordariomycetes 
31M2.2 Myrcianthesrhopaloides Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Acrenomium Aff. Acrenomium  
30M2.1 Roca         No Identificado M105 
31M2.6 Myrcianthesrhopaloides         No Identificado M11 
31M2 Myrcianthesrhopaloides         No Identificado M23 
31M2.1 Myrcianthesrhopaloides         No Identificado M25 
31M2.4 Myrcianthesrhopaloides         No Identificado M26 
31M1 Myrcianthesrhopaloides unidentified unidentified unidentified unidentified unidentified 
Fungal 
endophyte/Rosellinia 
32M2.2 Myrcianthesrhopaloides Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
32M6 Myrcianthesrhopaloides Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
32M3 Myrcianthesrhopaloides Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathryrellaceae Coprinellus Coprinellus 
32M4 Myrcianthesrhopaloides Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fungal/Fusarium G1 
31M2.3 Myrcianthesrhopaloides         No Identificado M52 
32M5 Myrcianthesrhopaloides Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae unidentified Nectriaceae  
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33M2.2 Myrcianthesrhopaloides Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Hapalopilaceae Gelatoporia 
Gelatoporia  
subvermispora  
33M2.3 Myrcianthesrhopaloides Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Helotiaceae Hymenoscyphus Hymenoscyphus 
33M2.1 Myrcianthesrhopaloides Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Polyporaceae Trametes Trametes hirsuta 
32M2.1 Myrcianthesrhopaloides unidentified unidentified unidentified unidentified unidentified Fungal 
33M2.4 Myrcianthesrhopaloides Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae unidentified Nectriaceae  
33M2.7 Myrcianthesrhopaloides         No Identificado M26 
35M4 Myrcianthesrhopaloides Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fungal/Fusarium G2 
35M1 Myrcianthesrhopaloides Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium  
35M3 Myrcianthesrhopaloides Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium  
34M2 Roca         No Identificado M121 
35M5 Myrcianthesrhopaloides         No Identificado M123 
 
 
  
Anexo 2. Unidades Taxonómicas Operacionales de la comunidad de Microorganismos 
endófitos que colonizan las raíces de P. coriacardia, representada en los distintos 
sustratos de crecimiento de la especie. A2.1 Hongos endófitos A2.2 Bacterias 
endófitas 
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A2.2 Bacterias endófitas 
 
 
